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1.1 Mitocondri cardiaci e invecchiamento cardiovascolare 
 
I cardiomiociti, durante l’inveccchiamento, vanno incontro a molti 
cambiamenti che causano perdita di attività contrattile e di tolleranza al danno 
ischemico. Il processo degenerativo che coinvolge le cellule cardiache porta a 
modificazioni del DNA (mutazioni, accorciamento dei telomeri), aumento di 
stress ossidativo (formazione di specie reattive dell’ossigeno, ROS), 
cambiamenti nell’espressione di geni e proteine. Questi processi comportano 
una minor tolleranza a stress esterni, una diminuzione della funzionalità 
mitocondriale oltre che della funzione contrattile dei cardiomiociti e un 
incremento di fattori apoptotici e necrotici (Bernhard e Laufer, 2008). 
I mitocondri svolgono un importante ruolo in una miriade di processi 
cellulari, tra cui la produzione di ATP mediante fosforilazione ossidativa, il 
mantenimento dell’omeostasi di numerosi ioni,  la via di segnalazione e la 
regolazione della morte cellulare programmata. La disfunzione mitocondriale 
è rilevante per le teorie di invecchiamento perché i cambiamenti dei 
mitocondri  legati all’età compromettono tutta una serie di funzioni 
fisiologiche cellulari e contribuiscono allo sviluppo di tutte le malattie più 
comuni legate all’età. Numerosi studi dimostrano l’esistenza di una 
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correlazione tra disfunzionamento dei mitocondri e insorgenza di patologie 
cardiovascolari (Dai  et al., 2012). 
La formazione di radicali liberi è particolarmente rilevante 
nell’invecchiamento perché, con l’aumentare dell’età, i mitocondri di grandi 
dimensioni non vengono rimossi mediante autofagia con la stessa efficacia 
con cui vengono rimossi i mitocondri più piccoli, per cui si accumulano 
all’interno delle cellule e spesso al loro interno contengono  DNA mutato e 
proteine della catena respiratoria mutate che contribuiscono a un eccessiva 
produzione di ROS e ad ulteriori danni ossidativi alle proteine (Terman e 
Brunk, 2005). Inoltre un incremento età-dipendente (Dai 2 ai 12 mesi) di ROS 
è stata rilevata nei mitocondri di ratto, che sono la fonte cellulare 
predominante per la loro formazione (Wenzel et al., 2008). La quantità di 
ROS è critica per la sopravvivenza cellulare, se da un lato piccoli aumenti di 
ROS sono visti come dei segnali molecolari per l’innesco della 
cardioprotezione, dall’altro un elevato aumento di ROS può essere dannoso in 
quanto provoca l’apertura dei pori transitori di permeabilità mitocondriale 
(MPTP), che inducono rigonfiamento dei mitocondri, depolarizzazione e 
infine morte cellulare (Di Lisa et al., 2007). Nel miocardio in età avanzata 
diversi meccanismi contribuiscono alla formazione mitocondriale di ROS, 
come per esempio l’aumento di perossido di idrogeno, prodotto dalla 
riduzione di anione superossido. È stato osservato che tale produzione è 
significativamente più elevata in mitocondri isolati da cuori di ratto di 14-18 
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mesi (Muscari et al., 1990) rispetto alle quantità prodotte in cuori di ratti 
giovani (di 3 o 6 mesi). Inoltre le monoammine ossidasi (MAO), situate nella 
membrana esterna mitocondriale, producono ROS mediante il trasferimento 
di elettroni da composti amminici all’ossigeno. Di conseguenza l’inibizione 
delle MAO, in particolare della MAO A, riduce l’aumento di perossido di 
idrogeno indotto dall’età (Maurel et al., 2003). L’elevato livello di ROS che si 
riscontrano nel miocardio di animali di "mezza-età" (13-15 mesi) e soprattutto 
nei vecchi (più di 24 mesi) è anche la conseguenza di una ridotta capacità 
antiossidante (Savitha et al., 2005; Sivonova et al., 2007). Dunque, la 
vicinanza del DNA mitocondriale al sito di produzione di ROS, la mancata 
protezione al DNA da parte degli istoni, e la limitata capacità dei meccanismi 
di riparazione rende il DNA mitocondriale altamente suscettibile allo stress 
ossidativo (Herrero et al., 2001; Khaidakov et al., 2003). 
Mutazioni nel DNA mitocondriale possono contribuire al processo di 
invecchiamento, infatti nei topi transgenici con una DNA polimerasi 
mitocondriale modificata in grado di acquisire mutazioni puntiformi e di 
provocare delezioni nel DNA mitocondriale, sono stati riscontrati i primi 
sintomi dell’invecchiamento già dalle prime 25-40 settimane di età e una 
riduzione della durata della vita (Trifunovic et al., 2004). 
 Inoltre, lo stress ossidativo, comporta degli errori nella trascrizione e nella 
traduzione delle proteine (prevalentemente subunità della catena respiratoria) 
e  modificazioni ossidative delle proteine dei complessi della catena 
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respiratoria che con l’invecchiamento diminuiscono ulteriormente l’attività di 
quest’ultima (Choksi e Papacostationou, 2008). 
Per concludere, un calo nella respirazione cellulare stimolata dall’ADP nei 
mitocondri cardiaci isolati da ratti di età superiore a 20 mesi è stato descritto 
più di trenta anni fa (Chen et al., 1972) ed è stato confermato negli anni 
successivi in ratti di 24 mesi di età (Jahangir et al., 2001). Tuttavia, altri studi 
non sono riusciti a dimostrare l’influenza dell’età sul consumo di ossigeno 
mitocondriale. Successivamente questi risultati  sono stati spiegati con la 
scoperta della presenza di due sub-popolazioni di mitocondri nei 
cardiomiociti: i mitocondri sub-sarcolemmatici e quelli interfibrillari; con 
differenti capacità respiratorie. Quando le due sub-popolazioni sono state 
analizzate separatamente, la respirazione stimolata da ADP è diminuita 
notevolmente con l’età nei mitocondri interfibrillari dei ratti studiati (Judge et 
al., 2005; Fannil et al., 1999).   
 
 
1.2 Effetti del danno da cicli di ischemia-riperfusione sul            
miocardio nell’invecchiamento 
 
La funzionalità cardiaca basale diminuisce con l’invecchiamento e quando il 
cuore è sottoposto a varie forme di stress, si osserva un ulteriore 
deterioramento dei cardiomiociti. Mentre la soglia ischemica non è 
influenzata dall’età, la tolleranza al danno ischemico è ridotta (Abete et al., 
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1999; Boengler et al., 2007), suggerendo che l’invecchiamento diminuisca la 
tolleranza ischemica intrinseca. La perdita di tolleranza intrinseca del 
miocardio all’ischemia, nel cuore di ratto inizia durante la “mezza-età” (12 
mesi di età) e diventa più manifesta con l’invecchiamento (18 mesi e 24-28 
mesi di età) (Willems et al., 1996). L’invecchiamento aumenta anche il danno 
ischemico nei cuori di ratto isolati, compromettendo il recupero emodinamico 
(Lesnefsky et al., 1994); studi ulteriori volti ad individuare i meccanismi 
responsabili della maggior suscettibilità del cuore senescente in seguito a 
danni da ischemia-riperfusione, hanno rivelato un maggiore e più prolungato 
accumulo di calcio durante l’ischemia e successiva riperfusione nei 
cardiomiociti appartenenti a  cuori di ratto di 24 mesi di età rispetto a quanto 
osservato nel miocardio di ratti giovani di 3 mesi di età (O’Brien et al., 2008). 
Strategie volte a limitare lesioni da ischemia-riperfusione nei cuori di ratti 
anziani si sono concentrati sull’attenuazione dello stress ossidativo; una delle 
strategie utilizzate prevedeva che cuori di ratto di 24 mesi di età  sottoposti a 
45 minuti di ischemia e 30 minuti di riperfusione fossero riperfusi con enzimi 
antiossidanti, come l’enzima superossido dismutasi e l’enzima supersossido 
catalasi, con conseguente recupero della funzione contrattile (Besse et al., 
2006). 
Un altro meccanismo in grado di limitare il danno da ischemia-riperfusione è 
il precondizionamento ischemico (IPC).Il condizionamento ischemico del 
miocardio è una potente autodifesa endogena che è stata descritta per la prima 
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volta negli animali (Murry et al., 1986).  Questo meccanismo comporta una 
riduzione nell’incidenza di aritmia cardiaca (Shiki e Hearse, 1987), un 
incremento della ripresa post-ischemica (Cave e Hearse, 1992) e una 
protezione dell’endotelio coronarico (Richard et al., 1994). L’ IPC è 
composto da due fasi: una prima fase conosciuta come IPC classico che inizia 
subito dopo lo stimolo di precondizionamento  e continua per 2-4 ore; e una 
seconda fase conosciuta come IPC tardiva o seconda finestra di protezione 
che inizia dopo 12-24 ore e si manifesta per i 2-3 giorni successivi (Marber et 
al., 1993). Il precondizionamento ischemico coinvolge diversi fattori che 
possono essere divisi in tre gruppi: bersagli, mediatori ed effettori; l’innesco 
del precondizionamento può avvenire con un meccanismo recettore 
dipendente oppure con uno recettore independente; quindi in seguito a brevi 
episodi di ischemia si ha il rilascio di mediatori come ad esempio adenosina,  
bradichinina, noradrenalina e oppioidi (Cohen et al., 2001). Questi mediatori, 
si legano al loro specifico recettore accoppiato a proteina G e avviano un 
sistema a cascata di trasduzione del segnale (Juhaszova et al., 2005; Downey 
et al., 2007; Heusch et al., 2008). Tra le sostanze di tipo recettore 
indipendente che portano all’innesco dell’IPC un contributo alla protezione 
cardiaca è dato dall’ossido di azoto (NO). Oggi è riconosciuto il ruolo 
dell’NO nella fase tardiva dell’IPC mentre il suo coinvolgimento nella prima 
fase non è stato ancora chiarito (Bolli et al., 2001). L’inibizione della sintesi 
di NO riduce l’effetto di protezione cardiaca nei ratti, inoltre, la 
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somministrazione di agenti che rilasciano NO portano a una significativa 
riduzione del danno causato dall’ischemia al miocardio in diverse specie 
animali (Lochner et al., 2000; Jones e Bolli, 2006). La maggior parte degli 
studi sull’IPC farmacologico sono stati effettuati  su cuori di animali giovani 
e sani (Ferdinandy et al., 2007), ma anche la rilevanza dell’età per la 
prevenzione dai danni da ischemia-riperfusione è stata ampiamente studiata.  
La mancata riduzione delle dimensioni dell’infarto ad opera di IPC era già 
stato osservato nei cuori di ratto di “mezza-età” (12-13 mesi), dimostrando 
che la perdita di cardioprotezione si manifesta prima della senescenza 
(Ebrahim et al., 2007). Un amento della forza dello stimolo di 
precondizionamento mantiene la cardioprotezione da IPC in cuori di ratto di 
“mezza-età” (12 mesi) (Schulman et al., 2001); tuttavia, la cardioprotezione 
da IPC viene a mancare nei cuori di ratto di età compresa tra 18-20 mesi, 
indipendentemente dalla forza dello stimolo di precondizionamento . I 
risultati ottenuti da studi in vitro indicano una mancata cardioprotezione da 
IPC nel cuore anziano.  Esperimenti condotti in vivo su cuori di coniglio di 2 
e 4 anni di età hanno evidenziato una riduzione delle dimensioni dell’infarto 
IPC mediata (Przyklenk et al., 2001); i medesimi risultati sono stati ottenuti 
utilizzando pecore di 6-8 anni di età (Burns et al., 1996). In ogni caso, quando 
si guarda la durata massima della vita per queste specie (13 anni per il 
coniglio e 20 anni per le pecore), viene spontaneo chiedersi se 4 anni di età 
per i conigli rappresentano un modello adeguato di invecchiamento (Abete et 
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al., 2002). Lo stesso discorso vale per l’utilizzo di pecore di 6-8 anni di età. In 
contrasto con gli studi appena menzionati, è stata riscontrata una perdita 
dell’effetto cardioprotettivo di IPC nei cuori di ratti di 12-13 mesi di età 
(Boengler et al., 2007). Il cuore senescente risulta quindi più sensibile al 
danno da ischemia-riperfusione(Lesnefsky et al., 2006, 2001b) (Figura 1). La 
diminuita attivazione dell’IPC può essere dovuta ad alcuni fattori come: 
diminuzione del mediatore endogeno (ad esempio diminuzione di adenosina), 
oppure diminuzione dell’espressione del recettore a cui si lega il ligando (Leri 
et al., 2000; Hacham et al., 2004). Anche la PKC, che ha un ruolo importante 
nella protezione cardiaca per azione sui mito-KATP, risulta alterata con l’età 
(Tani et al., 2001). 
 
 
Figura 1:Immagine del danno da ischemia-riperfusione e riduzione della 
protezione IPC-mediata nel cuore di ratto senescente rispetto al giovane 
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Infine una attenzione particolare deve essere posta alle modifiche e alle 
eventuali conseguenze che avvengono a livello dei canali ionici coinvolti 
nella protezione cardiaca. 
1.3 Difetti dei canali ionici causati dall’invecchiamento 
 
Il ruolo dei canali che si trovano a livello mitocondriale, è legato al 
mantenimento dell’omeostasi ionica, al mantenimento del volume della 
matrice mitocondriale, al mantenimento del potenziale di membrana, alla 
regolazione del gradiente elettrochimico, alla sintesi di ATP e alla protezione 
cardiaca a seguito di insulto ischemico. Pertanto analizzare i cambiamenti a 
livello mitocondriale causati dall’età, è interessante per osservare l’effetto di 
questo processo fisiologico sui target che sono maggiormente coinvolti nella 
cardioprotezione:  




Infatti con l’invecchiamento i canali sopra citati presentano modifiche che ne 
riducono o modificano l’attività (Di Lisa e Bernardi, 2005; Lee et al., 2002; 
Jahangir et al., 2001; Pepe et al., 2000; Schulman et al., 2001; O’ Rourke et 
al., 2005; Hansford e Castro, 1982).  
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1.3.1 I canali del Ca2+ 
 
I movimenti di entrata del Ca2+ a livello mitocondriale avvengono attraverso 
quattro meccanismi. Il primo prevede il passaggio dello ione attraverso un 
uniporter, un canale che regola la maggior entrata di Ca2+, l’identificazione 
delle proprietà di questo canale sono piuttosto complesse e rimangono perciò 
incerte (Saris e Carafoli, 2005) (Figura 2). 
 
Figura 2: Rappresentazione schematica dell'entrata di ioni Ca2+ attraverso 
l'uniporter e relative conseguenze 
 
Un altro meccanismo attraverso il quale il calcio può entrare nella matrice 
mitocondriale è il “ sistema rapido” (RaM), che si attiva per brevi periodi e 
dipende, come l’uniporter, dal gradiente elettrochimico (Gunter et al., 2000). 
Infine, vi sono altri due meccanismi che permettono l’entrata dello ione, uno 
prevede l’utilizzo di uno scambiatore Na+/ Ca2+ , che funziona in modo 
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invertito (Griffiths et al., 1998), e l’altro agisce attraverso l’MPTP, che si 
forma a seguito della depolarizzazione della membrana (Shoshan-Barmatz e 
Gincel, 2003; Hajnoczky et al., 2002). 
La fuoriuscita di calcio invece avviene tramite due vie: una Na+-dipendente e 
una Na+-indipendente. L’uscita dello ione tramite la via Na+-dipendente è 
lenta e avviene senza alterazione del potenziale di membrana (Nicholls 1978). 
Il movimento di calcio è dato dall’antiporter Ca2+/H+; quest’ultimo esce in 
presenza di agenti ossidanti del glutatione o nucleotidi piridinici (Bernardi, 
1999). La fuoriuscita di calcio tramite la via Na+-indipendente è mediata 
invece dall’antiporter Na+/ Ca2+. Il passaggio di calcio verso l’interno o verso 
l’esterno della matrice mitocondriale, è estremamente importante nel garantire 
la fosforilazione ossidativa, la produzione di ATP e il mantenimento 
dell’omeostasi dello ione stesso. Il calcio modula inoltre l’attività di molti 
enzimi e un incremento di questo ione oltre a stimolare la risposta cellulare, 
determina anche un aumento nella produzione di energia (Das e Harris, 1990). 
Va ricordato però che l’eccessiva presenza di calcio intramitocondriale 
stimola l’apertura dell’MPTP con conseguente morte cellulare. Durante 
l’invecchiamento si osserva una riduzione della capacità di uptake dello ione 
attraverso l’uniporter del Ca2+ e una maggiore fuoriuscita dello stesso 
attraverso l’apertura dell’MPTP (Satrustegui et al., 1996). Tutto ciò è al 
momento riconducibile al potenziale di membrana e più in generale ad una 
perdita di funzionamento dei componenti mitocondriali (Xiong et al., 2002). 
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Numerosi studi hanno dimostrato come il contenuto mitocondriale di calcio in 
ratti anziani sia significativamente ridotto rispetto a ratti giovani. Ciò può 
essere causato da un ridotto uptake, da una ridotta capacità di legame oppure 
da un aumento di fuoriuscita di Ca2+. Da notare anche che mitocondri vecchi, 
appartenenti a diverse specie animali, presentano un potenziale di membrana 
depolarizzato (Jahangir et al., 2001; Nicholls, 2004; Mather e Rottemberg, 
2002). In particolare Jahangir et al., utilizzando un elettrodo sensibile al 
catione liposolubile tetrafenilfosfonio (TPP+), capace di attraversare le 
membrane biologiche e di distribuirsi fra matrice mitocondriale e mezzo di 
isolamento, e un elettrodo sensibile al Ca2+, hanno osservato una 
depolarizzazione della membrana del 15% e una riduzione di uptake di Ca2+ 
del 20 % nei ratti anziani rispetto ai giovani (Jahangir et al., 2001). Kokoszka 
et al., effettuando studi su mitocondri epatici isolati da topi senescenti hanno 
confermato la presenza di una depolarizzazione della membrana di 10mV 
utilizzando un elettrodo sensibile al TPP+.  
Con ciò, è stato possibile confermare che, una depolarizzazione della 
membrana con l’invecchiamento è correlata ad una diminuzione di uptake di 
Ca2+. Tuttavia una diminuzione dell’entrata dello ione può essere dovuta a 
modifiche sul canale ionico del Ca2+, oppure può essere associata all’apertura 
dell’MPTP o ancora causata dalla fuoriuscita dello stesso tramite l’antiporter. 
  




In seguito a danni al miocardio dovuti a fenomeni di ischemia-riperfusione si 
ha un massivo ingresso di ioni calcio all’interno del mitocondrio per cui 
aumenta la permeabilità della membrana mitocondriale con l’attivazione di 
alcuni pori, l’MPTP (poro di permeabilità transitoria di membrana) 
localizzato su di essa (Hunter et al., 1976). La formazione del poro è modulata 
dal Ca2+, ma anche da altri fattori, fra i quali, anossia, ROS, pH e potenziale 
di membrana mitocondriale. Il canale è composto da 3 subunità principali: 
- Il canale anionico voltaggio-dipendente (VDAC) localizzato sulla 
membrana esterna del mitocondrio (Shoshan-Barmatz et al., 2006). Ne 
esistono 3 isoforme: VDAC1 è la più espressa e svolge un ruolo 
importante nella morte cellulare poiché induce apoptosi (Zaid et al., 
2005); VDAC2 al contrario, blocca il processo apoptotico pertanto la 
mancanza di quest’ultima subunità rende più probabile la morte 
cellulare (Cheng et al., 2003), ed infine VDAC3, di cui però non si 
conosce il ruolo preciso nel processo di morte cellulare. L’attivazione 
di VDAC dipende dal voltaggio e dal potenziale di membrana; svolge 
un ruolo chiave nella regolazione del flusso metabolico ed energetico 
attraverso la membrana mitocondriale esterna; ed è coinvolto nel 
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trasporto di ATP, di ADP, e di alcuni metaboliti; infine è un importante 
regolatore dell’omeostasi del Ca2+(Shoshan-Barmatz e Gincel, 2003). 
- L’adenina nucleotide traslocasi (ANT), componente centrale dell’ 
MPTP e proteina maggiormente presente a livello mitocondriale 
(Halestrape Brenner, 2003). Il ruolo prevalente di ANT è quello di 
trasportare ATP fuori dal mitocondrio e ADP all’interno del 
mitocondrio. Anche questa struttura proteica è formata da 3 isoforme: 
ANT1, presente a livello del cuore e del muscolo cardiaco, interagisce 
con VDAC e CyP-D per formare l’MPTP; ANT2, espressa solo in 
cellule tumorali; ANT3, espressa in tutti gli altri tessuti. Esistono due 
conformazioni: la conformazione “c” nella quale la porzione ANT si 
lega al CyP-D e sensibilizza l’ MPTP al Ca2+ e la conformazione “m” 
nella quale la porzione ANT si lega invece con ADP e ATP 
desensibilizzando il poro al Ca2+ (Halestrap et al., 1998). 
- La ciclofillina D (CyP-D) che può legarsi alla porzione ANT oppure al 
complesso ANT/VDAC. Quando i livelli di Ca2+ nella matrice sono 
elevati, questa porzione proteica modifica la conformazione di ANT, 
promuovendo la formazione dell’MPTP. Una riduzione di CyP-D 
aumenta la capacità di trattenere Ca2+ con maggiore resistenza al 
rigonfiamento e alla formazione del poro (Schinzel et al., 2005), 
prevenendo la morte cellulare indotta da ischemia-riperfusione e 
eccessiva presenza di Ca2+ nel mitocondrio (Baines et al., 2005). Una 
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maggiore espressione invece porta alla formazione dell’MPTP (Li et 
al., 2004) e causa rigonfiamento della matrice e morte cellulare (Baines 
et al., 2005). Questa subunità controlla quindi direttamente la 
formazione di MPTP e la sua apertura.   
L’apertura di questi pori è regolata da 3 fattori: la concentrazione di Ca2+ 
intra-mitocondriale, il voltaggio della membrana mitocondriale e il pH della 
matrice mitocondriale. Nella fase ischemica il Ph acido, conseguenza dei 
processi anaerobici, mantiene chiusi tali pori anche se la concentrazione di 
Ca2+ e il potenziale di membrana mitocondriale tenderebbero a stimolarne 
l’apertura. È interessante notare, invece, come gli MPTP si aprano solo 
durante la fase post-ischemica di riperfusione, quando cioè la fosforilazione 
ossidativa viene riattivata e con essa i processi aerobici che riportano il pH a 
livelli fisiologici (Testai et al., 2007). In condizioni fisiologiche la membrana 
del mitocondrio è impermeabile a tutti i metaboliti e ioni, l’MPTP quindi non 
si forma; ciò è fondamentale per il mantenimento delle normali funzioni 
mitocondriali. In condizioni di stress, come a causa di un aumento di Ca2+ 
causato da ischemia-riperfusione si ha un cambiamento nella conformazione 
delle subunità che costituiscono il poro con la sua successiva formazione. 
L’apertura dell’MPTP ha come immediata conseguenza l’idrolisi di ATP, una 
caduta drastica del potenziale di membrana a causa della permeabilità di 
soluti con massa inferiore a 1,5 KDa, un accumulo di acqua all’interno della 
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matrice con successivo swelling mitocondriale, la rottura della membrana 
esterna e il rilascio di fattori pro-apoptotici quali il citocromo C (Weiss et al., 
2003) (Figura 3). 
 
Figura 3: Struttura molecolare e localizzazione dell'MPTP 
 
Sicuramente sugli MPTP c’è ancora tanto da scoprire ma ad oggi possiamo 
affermare che l’apertura di questi pori rappresenta uno dei maggiori fattori da 
tenere in considerazione nel danno da ischemia-riperfusione alle cellule del 
miocardio (Testai et al., 2007). Sostanze cardioprotettive sono quindi quelle 
sostanze in grado di impedire una sostenuta apertura degli MPTP durante la 
riperfusione, come avviene, ad esempio con la ciclosporina A (CsA) (Murata 
et al., 2001; Minners et al., 2000).  
Non è chiaro perché si abbiano cambiamenti funzionali a livello dell’MPTP 
con l’età, ma è stato dimostrato che l’invecchiamento aumenta notevolmente 
la probabilità di apertura di questi pori. Particolare interessante è il fatto che le 
specie reattive dell’ossigeno in soggetti anziani vanno ad agire sulla proteina 
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ANT (Yan e Sohal, 1998). Le modifiche a questo livello riducono la capacità 
di scambio ADP/ATP che conduce ad un disaccoppiamento della 
fosforilazione ossidativa e a un collasso del potenziale di membrana, portando 
all’idrolisi di ATP. Con l’età, anche la subunità VDAC è più vulnerabile al 
danno ossidativo perché i residui di tirosina sono soggetti alla conversione in 
3-nitrotirosina, che è normalmente prodotta in condizioni fisiologiche, ma 
aumenta con il processo di invecchiamento. La nitrazione della tirosina può 
compromettere la funzione e la struttura della proteina stessa (Beckman e 
Koppenol, 1996). 
 
1.3.4 Mito-KATP e mito-BK 
 
I canali al potassio sensibili all’ATP sono stati descritti per la prima volta nel 
1983 da Noma (Noma,1983) e si distinguono in sarcolemmatici e 
mitocondriali. I sarc-KATP sono formati da complessi ottamerici composti da 4 
subunità Kir6.2 e 4 SUR2 (Yokoshiki et al., 1998) mentre i mito-KATP, 
probabilmente risultano essere una combinazione di Kir6.1, Kir6.2 e SUR2 e 
sono privi della subunità SUR2A (Cuong et al., 2005) (Figura 4). 
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Figura 4: Struttura dei canali mito-KATP 
 
Diversi studi hanno dimostrato che nelle cellule del miocardio la loro apertura 
è altamente sensibile alle condizioni metaboliche: è inibita dall’ATP 
intracellulare e attivata dai nucleosidi difosfati. Quindi risultano essere chiusi 
in condizioni di normossia mentre in ischemia o in condizioni di stress per la 
cellula, sono attivati dal calo di ATP intracellulare o dall’accumulo di 
metaboliti ischemici (Testai et al., 2007). Durante questi studi sono state 
utilizzate sia molecole capaci di attivare che inibire tali canali. Tra gli 
attivatori troviamo cromakalim e diazossido, mentre tra gli inibitori  troviamo 
l’acido 5-idrossidecanoico ( 5-HD ) e la glibenclamide. L’uso di inibitori ha 
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ridotto  significamente l’effetto benefico dell’IPC (Szewczyk e Wojtczak, 
2002); mentre l’uso degli attivatori causa una riduzione nell’afflusso di ioni 
Ca2+ nel mitocondrio e in alcuni esperimenti in cui i mitocondri si trovavano 
in condizioni che simulavano uno stato ischemico, è stata verificata la 
presenza di una debole depolarizzazione del potenziale della membrana 
mitocondriale che impediva l’assorbimento nella matrice di Ca2+ 
extramitocondriale e di conseguenza l’inibizione dell’apertura dei MPTP 
(Korge et al., 2002; Holmuhamedov et al., 1999). L’apertura di tali canali 
rappresenta perciò un tentativo di protezione per la cellula: in condizioni di 
ipossia, infatti, la conduttanza della membrana mitocondriale esterna aumenta 
causando una contrazione della matrice e una espansione dello spazio inter-
membrana (Testai et al., 2007). L’attivazione dei canali mito-KATP, in queste 
condizioni, fa si che si crei un rigonfiamento della matrice dovuto all’afflusso 
di potassio all’interno del mitocondrio, alla diffusione di acqua e 
all’assorbimento di ioni come fosfati e cloruri. Questi eventi risultano essere 
protettivi durante l’insulto ischemico dato che tendono a mantenere bassa la 
permeabilità di membrana per i nucleotidi, riducono l’idrolisi di ATP, creano 
un gradiente favorevole per la sintesi di ATP e inducono un trasferimento di 
energia tra il mitocondrio e l’ATPasi cellulare, con cui il recupero al 
momento della riperfusione è incrementato (Garlid, 2000). Infatti, in 
mitocondri isolati ed esposti ad alte concentrazioni di Ca2+, il pretrattamento 
con attivatori dei mito-KATP ne previene l’accumulo attraverso una 
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depolarizzazione della membrana che determina, a sua volta, un ridotto 
gradiente elettrochimico per questo ione, riducendone la forza che porta 
all’uptake (Holmuhamedov et al., 1998; Holmuhamedov et al., 1999). 
Inoltre l’ingresso di ioni K+ all’interno del mitocondrio è importante per la 
fosforilazione ossidativa, la regolazione delle funzioni mitocondriali come la 
produzione di ROS e la regolazione del volume mitocondriale (Garlid, 2000; 
Garlid e Pauacek, 2003). 
In conclusione, durante la fase ischemica, l’attivazione dei canali al potassio, 
attraverso la depolarizzazione della membrana mitocondriale, potrebbe 
determinare un ridotto sovraccarico di Ca2+ nella matrice del mitocondrio; 
questo abbassamento di concentrazione, a sua volta, preverrebbe al momento 
della riperfusione la sostenuta apertura dei MPTP, inducendo 
cardioprotezione (Testai et al., 2007). 
È stato ipotizzato che questi canali siano influenzati dall’età in quanto in 
animali senescenti, la tolleranza dall’insulto da ischemia-riperfusione è 
notevolmente diminuita, perdendo il meccanismo di IPC. Questa perdita di 
cardioprotezione è stata osservata e studiata con l’utilizzo di cuori di ratto 
giovane, di “mezza-età” e senescenti perfusi alla Langendorff. Il 
pretrattamento con l’attivatore diazossido non produceva nessun tipo di 
protezione dal danno ischemico nel cuore di ratto senescente (20 mesi) e in 
quello di “mezza-età”, invece portava a cardioprotezione in quello giovane 
(Schulman et al., 2001). Le dimensioni dell’infarto indicano che il miocardio 
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di ratto senescente non può essere condizionato per vie ischemiche o 
farmacologiche, mentre è stato dimostrato che  il cuore di ratto di “mezza-età” 
deve essere sottoposto a tre cicli di precondizionamento(al contrario di un 
solo ciclo sufficiente nei ratti giovani), per ottenere una significativa 
riduzione delle dimensioni infartuali; probabilmente ciò è dovuto al fatto che, 
con un più potente stimolo di precondizionamento, una maggior quantità di 
mediatori endogeni vengono rilasciati dal miocardio precondizionato (Schulz 
et al., 1998).  
Attualmente non è chiaro se la mancanza di cardioprotezione sia dovuta ad 
una diminuzione della presenza di canali mito-KATP o ad una diminuzione 
della loro responsività. 
 I canali al potassio calcio attivati,  vengono classificati in tre gruppi 
principali, in base alle caratteristiche biofisiche della conduttanza del singolo 
canale: abbiamo  canali a bassa conduttanza (SK);  canali a conduttanza 
intermedia (IK) e  canali a grande conduttanza (BK) (Calderone, 2002). Tra 
questi i più studiati sono i mito-BK la cui peculiarità è quella di essere 
dipendenti, per quel che riguarda la loro attivazione, sia dalla concentrazione 
di calcio che dal voltaggio (Diaz et al., 1998). I canali BK sono espressi sia 
nelle cellule eccitabili che non, e sono coinvolti in numerose funzioni, come 
ad esempio la modulazione del tono della muscolatura liscia vascolare, 
uterina o gastro-intestinale (Perez e Toro, 1994; Vogalis, 2000). Da un punto 
di vista molecolare questi canali sono formati da due subunità: la subunità α 
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che forma il poro del canale, e la subunità β, che è una subunità accessoria 
(Garcia-Calvo et al., 1994). La subunità α è formata da sei domini (S1-S6) 
che attraversano la membrana (Papazian et al., 1991); il poro è formato dalla 
regione tra i domini S5 e S6 ed è proprio questo che gli conferisce un elevato 
grado di selettività per lo ione K+ (Hegibontham et al., 1994) (Figura 5). 
 
 
Figura 5:Struttura molecolare del canale BK 
 
 Il canale presenta anche due strutture peculiari: un settimo dominio trans-
membrana S0, che porta il gruppo ammino-terminale verso il lato 
extracellulare della membrana e una lunga catena carbossi-terminale, situata 
nello spazio intracellulare, dove si pensa si trovi l’elemento che dà la 
sensibilità al Ca2+ (Wei et al., 1994; Schreiber et al; 1999), formata a sua volta 
da quattro subunità  (S7-S10) (Meera et al., 1999). Per quel che riguarda la 
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subunità β, la sua presenza non è strettamente necessaria però sappiamo che 
influenza la sensibilità verso alcuni fattori attivanti e la possibilità di formare 
legami con ligandi esogeni ed endogeni (Knaus et al., 1994; Tseng-Crank et 
al., 1996; Jiang et al., 1999; Wallener et al., 1999; Riazi et al., 1999; Uebele et 
al., 2000; Behrens et al.,2000; Brenner et al., 2000; Meera et al., 2000; 
Weiger et al., 2000). Fino a poco tempo fa si pensava che questi canali si 
trovassero esclusivamente sulla membrana sarcolemmatica del miocardio, ma 
ulteriori studi hanno dimostrato la loro presenza sulla membrana interna del 
mitocondrio (Siemen et al., 1999); infatti i canali al potassio ad alta 
conduttanza al Ca2+(mito-BK), hanno dimostrato di conferire 
cardioprotezione contro danni da ischemia-riperfusione (Xu et al., 2002), 
come fanno i canali mito-KATP. L’apertura di entrambi i canali mitocondriali 
aumenta il richiamo di potassio, che è richiesto per il funzionamento ottimale 
della fosforilazione ossidativa (Kowaltowski et al., 2001). Pertanto, dal 
momento che l’attivazione del canale mito-KATP partecipa alla 
cardioprotezione favorita dal precondizionamento,  è stato ipotizzato che 
anche l’attivazione dei canali mito-BK partecipa alla cardioprotezione da IPC.  
Studi portati avanti da Cao e i suoi collaboratori hanno dimostrato che la 
protezione dovuta all’IPC viene meno se, prima dell’insulto ischemico, si 
somministra all’animale un bloccante dei canali BK. Al tempo stesso la 
somministrazione di attivatori di questi canali conferisce cardioprotezione al 
pari dell’IPC (Cao et al., 2005). Inoltre, hanno evidenziato anche l’importanza 
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del legame che intercorre tra MPTP e i canali mito-BK . Infatti, provando 
delle sostanze attivatrici del poro, hanno dimostrato che venivano inibiti gli 
effetti benefici dovuti sia all’ IPC che all’azione di sostanze attivatrici dei 
canali mito- BK. In questi studi infine è stato osservato come sia i canali 
mito-KATP che i canali mito-BK, conferiscono protezione alle cellule del 
miocardio con lo stesso meccanismo, ossia l’inibizione dell’apertura 
dell’MPTP, ma in maniera indipendente l’uno dall’altro; infatti la 
cardioprotezione del diazossido, non è influenzata da bloccanti dei canali 
mito-BK (Cao et al., 2005). Tuttavia, numerosistudi, dimostrano che 
l’attivatore dei canali mito-KATP, diazossido, perde la sua efficacia protettiva 
quando viene somministrato a cuori ottenuti da ratti senescenti; in particolare 
l’inefficacia mostrata dal diazossido nell’indurre depolarizazzione della 
membrana mitocondriale nei mitocondri cardiaci di ratto senescente, al 
contrario di quanto avviene nei mitocondri di ratto giovane, potrebbe trovare 
una spiegazione in diversi fenomeni come: deficit dell’espressione dei canali 
mito-KATP, una alterazione qualitativa di questi canali, tale da renderli meno 
sensibili agli attivatori stessi, oppure, un ultima possibilità potrebbe essere 
legata al fatto che nel ratto senescente si ha perdita di controllo dell’ingresso 
di K+ all’interno della matrice mitocondriale, quindi depolarizzazione della 
membrana e parziale attenuazione dei gradienti elettrici e chimici per 
l’ingresso degli ioni potassio, aspetto che vanificherebbe un’attivazione 
farmacologica del canale (Schulmann et al., 2004). 
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L’importanza dei canali BK nei processi cardioprotettivi è rafforzata anche da 
alcune osservazioni effettuate da Marijic, il quale ha notato che arterie 
coronariche di un cuore, sia umano che di ratto, in età avanzata presentano 
una espressione all’incirca dimezzata dei canali BK e una significativa 
diminuzione delle loro modulazioni fisiologiche (Marijic et al., 2001). 
In questi ultimi anni, grazie ai risultati ottenuti, si sono intensificati gli studi 
riguardanti la sintesi e la scoperta di sostanze in grado di aprire i canali BK. I 
primi attivatori nascono dallo sviluppo di una serie di arilbenzilimidazoloni 
(Calderone, 2002); però studi condotti da Hewawasam e i suoi collaboratori 
hanno dimostrato che il nucleo benzimidazolone non è un requisito essenziale 
per l’attività sui canali BK (Hewawasam et al., 1997). Tra i principali 
attivatori dei canali mito-BK troviamo NS1619, di cui sono stati misurati gli 
effetti sulla respirazione mitocondriale in mitocondri isolati da cuori di ratti 
giovani (2-3 mesi di età) e di ratti anziani (22-26 mesi di età). Heinen e i suoi 
collaboratori hanno dimostrato, per la prima volta, che l’apertura dei canali 
mito-BK ad opera di NS1619, non solo è età-dipendente, ma aumenta anche 
lo stadio 4 della respirazione, in modo concentrazione-dipendente, solo nei 
mitocondri isolati da cuori di ratti giovani e non ha lo stesso effetto su quelli 
isolati da ratti anziani; anche se gli effetti di  NS1619 a concentrazioni pari a  
30µmol/L  (cioè alla concentrazione che ha mostrato  indurre 
cardioprotezione nei cuori di ratti giovani) sono completamente reversibili in 
seguito a somministrazione di Paxillina, un riconosciuto bloccante dei canali 
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BK (Henin et al., 2007). La constatazione che NS1619 aumenta la 
respirazione mitocondriale in condizioni di riposo, è in accordo con i risultati 
ottenuti in uno studio precedente, in cui è stato riscontrato un incremento 
dose-dipendente nell’ossidazione di flavoproteine in seguito all’attivazione 
dei canali mito-BK (Sato et al., 2005). 
Recentemente sono stati valutati gli effetti cardioprotettivi di naringenina, 
flavonoide abbondante in piante appartenenti al genere Citrus, su questo tipo 
di canali mitocondriali. 
1.4 Flavonoidi: caratteristiche generali 
 
I flavonoidi sono un gruppo di metaboliti secondari delle piante con strutture 
fenoliche variabili;si ritrovano nella frutta, nella verdura, ( in particolare nelle 
radici, nei fusti e nei fiori), nel vino,nel tè e nelle tradizionali erbe cinesi 
(Nijveldt et al. 2001;  Ren e Zuo,  2012).Essi sono composti polifenolici 
costituiti da due anelli aromatici con sei atomi di carbonio nell’anello, 
collegati da un etere ciclico (Figura 6). Sono classificati in sottogruppi in base 
alla struttura e alle modifiche dell’anello centrale (C) (Groenenboom et al., 
2013).  
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Figura 6:Struttura flavonoide. 
 
I sei principali sottogruppi di flavonoidi presenti nei cibi sono: flavoni 
(sedano, prezzemolo), flavonoli (mele, piselli), antocianidine (mirtilli, cavolo 
rosso), catechine (the verde, cacao), flavanoni (arance, pompelmo, limoni) e 
isoflavoni (soia) (Kocic et al., 2013). Questi sottogruppi si differenziano fra di 
loro in base ai diversi sostituenti (ossidrili o metili), al grado di insaturazione 




La Naringenina (4,5,7- triidrossiflavone) è l’aglicone della Naringina, uno dei 
flavanoni naturali (Figura 7). 




Figura 7: Struttura naringenina 
 
 
 si trova principalmente negli agrumi, nei pomodori, nelle ciliegie  (Kawaii et 
al., 1999). Si tratta di un composto polifenolico contenente due anelli 
benzenici collegati tra loro con un composto eterociclico (Tripoli et al., 2007). 
Ha dimostrato di possedere attività antiinfiammatoria, antiossidante, (Franke 
et al., 2005; Rice-Evans et al., 1996) antitumorale,(Kanno et al., 2005) 
cardioprotettiva anti-ischemica (Testai et al., 2013 a) e di abbassare i livelli di 
colesterolo e lipidi (Lee et al., 1996; Santos et al., 1999). Recenti studi hanno 
anche dimostrato che la naringenina esercita un effetto antidiabetico 
impedendo l’assorbimento dei carboidrati da parte dell’intestino e riducendo 
l’aumento post-prandiale dei livelli di glucosio nel sangue (Ortiz-Andrade et 
al., 2008). Inoltre previene la steatosi epatica e migliora la sensibilità 
all’insulina negli animali nutriti con una dieta ricca di grassi (Mulvihill et al., 
2010). 
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Per quanto riguarda le funzioni vascolari sono stati effettuati degli studi in 
vitro per valutare l’attività di  naringenina,  in particolar modo confrontando 
le sue azioni meccaniche e elettrofisiologiche utilizzando anelli di aorta di 
ratto privati di endotelio.È  stato osservato che il vasorilasciamento indotto 
dalla (+/-)-naringenina è antagonizzato dalla presenza di tetraetilammonio 
10mM (bloccante di vari tipi di canali al K+), di iberiotossina 200mM 
(bloccante selettivo dei canali BK), di 4-amminopiridina 3mM (bloccante dei 
canali K+ voltaggio-dipendente) e da KCl 60mM (concentrazione elevata che 
induce una marcata depolarizzazione), mentre la glibenclamide non produce 
un significativo antagonismo, in quanto i canali mito-KATP non sono coinvolti 
in questo meccanismo.Questa corrente di ioni potassio stimolata da (+/-)-
naringenina viene inibita sia da iberiotossina che da tetraetilammonio, quest’ 
ultimo però a concentrazioni specifiche per i canali BK, pertanto questi dati 
forniscono la prova che la corrente al potassio registrata in presenza di 
naringenina è  ampiamente sostenuta da questi canali (Meera et al., 1996).In 
un recente studio su anelli di aorta inoltre, è stato mostrato che l’effetto 
vasorilasciante di (+/-)-naringenina è in parte mediato dal rilascio di ossido 
nitrico dall’endotelio (Ajay et al., 2003). Infatti, nello stesso studio, è stato 
visto che ad alte concentrazioni di potassio corrisponde una notevole 
diminuzione della risposta vasorilasciante  di (+/-)-naringenina e che il 
rilascio di ossido nitrico dall’endotelio è determinato dall’attivazione 
farmacologica dei canali BK endoteliali. (Kuhlmann et al., 2004). 
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Tuttavia è noto che l’ossido nitrico va ad attivare i canali BK delle cellule 
della muscolatura liscia vascolare (Bolotina et al., 1994); per questa ragione 
per valutare l’azione di naringenina sui canali BK è stato utilizzato un  
modello sperimentale che esclude la presenza dell’endotelio. L’azione 
elettrofisiologica di questo composto, invece, è stata studiata usando miociti 
di arteria caudale di ratto e , con la tecnica del patch-clamp, è stato visto che il 
flavonoide aumenta in modo concentrazione-dipendente le correnti dei canali 
BK, e questa stimolazione risulta essere sensibile all’iberiotossina. (Saponara 
et al., 2006).In particolare la (+/-)-naringenina va ad alterare la sensibilità al 
voltaggio del meccanismo di attivazione del canale, in modo indipendente dal 
Ca2+ intracellulare. Infatti anche quando l’EGTA nella soluzione interna è 
stata sostituita dal BAPTA, chelante rapido dello ione Ca2+, la (+/-)-
naringenina ha continuato a stimolare pienamente la corrente BK. Quindi è 
probabile che la stimolazione dei canali BK da parte della (+/-)-naringenina 
possa derivare da un effetto diretto sulla proteina. Ad ogni modo, sono 
necessari ulteriori esperimenti per chiarire il coinvolgimento dei canali BK e 
il meccanismo, diretto o indiretto, attraverso il quale la (+/-)-naringenina 
attiva questi canali (Saponara et al., 2006). 
 Sono stati anche studiati gli effetti cardioprotettivi di naringenina In  un 
modello sperimentale di infarto autoindotto.  
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1.4.2 Azione cardioprotettiva di naringenina attraverso 
l’attivazione dei canali mito-BK 
 
Sulla base del ruolo cardioprotettivo dei canali mito-BK e degli effetti BK-
attivanti di naringenina, è stata studiata la  potenziale risposta cardioprotettiva 
dovuta  alla somministrazione di naringenina e la capacità di naringenina di 
mimare il “precondizionamento farmacologico”, così da  migliorare la 
resistenza del miocardio nei confronti di un successivo danno da ischemia-
riperfusione (Testai et al., 2013 b). Il potenziale effetto anti-ischemico di 
naringenina è stato testato in un modello in vivo di infarto, cioè in un modello 
sperimentale affidabile più strettamente simile al complesso quadro clinico 
dell’infarto cardiaco, oltreche in cuori isolati perfusi alla Langendorff. La 
somministrazione intraperitoneale di naringenina (100 mg/kg) ha portato ad 
una prima rilevazione di elevate concentrazioni plasmatiche di flavonoidi. La 
concentrazione  plasmatica di questo flavonoide è compresa tra livelli di picco 
leggermente più elevati di 100µM e il più basso livello micromolare. Queste 
concentrazioni sono dello stesso ordine di grandezza di quelle registrate 
sull’uomo in seguito al consumo della stessa quantità di frutti appartenenti al 
genere Citrus. In base a queste evidenze possiamo dedurre che questi elevati 
livelli plasmatici di flavonoidi, associati a una dieta equilibrata, possano 
produrre dei benefici sulla salute (Erlund et al., 2001). Nel modello di infarto 
indotto sperimentalmente sono stati osservati significativi effetti 
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cardioprotettivi di naringenina 100mg/kg (i.p.)  quasi paragonabili a quelli 
prodotti dal precondizionamento . I risultati ottenuti nei cuori perfusi alla 
Langendorff, sottoposti a un ciclo di ischemia-riperfusione, sono coerenti con 
quelli riportati nel modello in vivo.  Inoltre, somministrando per via 
intraperitoneale 10 mg/kg di paxillina, un bloccante selettivo dei canali BK, 
10 minuti prima di naringenina, gli effetti protettivi dei flavonoidi osservati 
nel modello sperimentale di infarto acuto risultano antagonizzati. Questa 
evidenza sperimentale suggerisce che l’attivazione dei canali al potassio BK 
sia un importante meccanismo d’azione in grado di spiegare gli effetti 
cardioprotettivi di naringenina. Passando alla dimostrazione del target 
mitocondriale,la somministrazione di naringenina evoca una risposta 
depolarizzante concentrazione-dipendente nei mitocondri cardiaci isolati. Una 
significativa riduzione della depolarizzazione indotta da naringenina  in un 
mezzo privo di potassio, in cui gli ioni potassio sono stati sostituiti da 
concentrazioni iso-osmotiche di mannitolo (Holmuhamedov et al., 1999), 
conferma ulteriormente il coinvolgimento dei flussi di potassio.  Simili 
risultati sono stati ottenuti con l’uso di bloccanti selettivi di canali BK. Un 
ulteriore dato che rafforza il coinvolgimento dei canali mito-BK è stato 
ottenuto con l’utilizzo del tallio, catione potassio-mimetico, e di una sonda 
fluorescente tallio-sensibile (Wojtovich et al., 2010). Questa procedura 
permetteva di osservare che la somministrazione di naringenina produceva un 
forte e significativo aumento della fluorescenza, conseguenzadell’entrata di 
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ioni tallio verso l’interno attraverso i canali del potassio; tale effetto di 
naringenina , inibito dalla paxillina, confermava ulteriormente l’effettivo 
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2. SCOPO DELLA RICERCA 
 
 
L’incidenza di ischemia miocardica, con le sue conseguenze cliniche di 
infarto, morte cardiaca improvvisa, aritmie e scompenso cardiaco, risulta  
incrementata con l’invecchiamento; in più, è stato dimostrato che  i 
mitocondri e in particolare le alterazioni delle funzioni mitocondriali correlate 
all’invecchiamento, sono strettamente coinvolti in questo processo ( Di Lisa 
et al., 2007). 
Sono stati individuati numerosi target mitocondriali coinvolti nel fenomeno di 
cardioprotezione, tra questi, di recente, è stato individuato un canale del 
potassio calcio-sensibile, localizzato sulla membrana interna dei mitocondri, e 
chiamato mito-BK. E’ stato dimostrato che la sua attivazione può mimare una 
protezione cardiaca nei confronti dell’insulto da ischemia-riperfusione  (Cao 
et al., 2004 ).  
Inoltre, negli ultimi anni sono stati dimostrati, sia attraverso studi sperimentali 
che in seguito a valutazioni epidemiologiche, gli effetti benefici a livello 
cardiovascolare di numerosi flavonoidi. In particolare, tra i flavonoidi, 
Naringenina,uno dei principali costituenti presenti nelle piante del genere 
Citrus, ha mostrato di possedere proprietà cardioprotettive largamente 
attribuibili all’ attivazione dei canali mito-BK (Testai et al., 2013a, 2013b). 
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A fronte della inefficacia degli attivatori mito-KATP nel produrre 
cardioprotezione  negli animali senescenti,  ad oggi sono stati effettuati pochi 
studi analoghi  sulla funzionalità dei canali mito-BK cardiaci, in particolare in 
individui senescenti, e sul profilo di efficacia cardioprotettiva di attivatori 
mito-BK, che potrebbero rivelarsi dei target importanti per l’istaurazione di 
una terapia farmacologica nei soggetti anziani. 
Sulla base di queste considerazioni questo lavoro di tesi è stato finalizzato a 
valutare gli effetti cardioprotettivi di naringenina, come potenziale attivatore 
dei canali mito-BK, in ratti senescenti effettuando studi su un modello di 
cuore isolato e perfuso alla Langendorff, sottoposto a cicli di ischemia-
riperfusione.  
Inoltre, per valutare l’impatto del flavonoide sulla funzionalità mitocondriale 
di animali senescenti, abbiamo analizzato l’effetto di naringenina, 
somministrata in acuto e in sub-cronico (1 volta al giorno per 6 giorni) sul 
potenziale di membrana (∆) e  sull’attività metabolica (attività della citrato 
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La sperimentazione è stata effettuata utilizzando ratti Wistar di sesso 
maschile. Durante questo studio sono stati impiegati sia ratti giovani, di 12-16 
settimane, con peso compreso tra i 200 ed i 350 g, che ratti anziani, di 40-44 
settimane con peso compreso tra i 400 e i 600 g. Tali animali, esposti a cicli di 
luce-buio di 12 ore, sono stati allevati in gabbie di dimensioni adeguate al 
peso e al numero di individui in grado di ospitare e sono state perfettamente 
rifornite di cibo e acqua secondo le correnti normative, quella italiana ( D. 
Lgs 116/92 ) e quella comunitaria ( Direttiva CEE 86/609 ). Gli animali sono 
stati sottoposti a trattamenti in acuto e in sub-cronico; il trattamento in acuto 
prevedeva un’iniezione intraperitoneale della sostanza in esame, nel nostro 
caso di naringenina, solubilizzata nel veicolo, DMSO, in una dose di 100 
mg/kg il giorno stesso dell’esperimento. Dopo due ore gli animali venivano 
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trattati,  tramite iniezione intraperitoneale, con Eparina (dose fissa 500 U.I.) e 
dopo dieci minuti anestetizzati con pentobarbitale sodico (100 mg/kg). 
 Il trattamento in sub-cronico prevedeva  la somministrazione i.p. della 
sostanza in esame, solubilizzata nelle stesse condizioni della procedura in 
acuto, una volta al giorno per un periodo di 6 giorni. La settimana successiva  
gli animali venivano trattati sempre tramite iniezione con Eparina (dose fissa 
500 U.I.) e dopo dieci minuti anestetizzati con pentobarbitale sodico (100 
mg/kg).  
 
3.2 Procedura di isolamento dei mitocondri cardiaci 
 
Gli animali, anestetizzati con pentobarbitale sodico vengono sacrificati 
tramite dissanguamento ascellare  e poi sottoposti a una sternotomia e 
pericardiotomia  per rimuovere il cuore, che una volta espiantato viene 
immediatamente posto in un buffer di isolamento denominato STE 
(composizione: Saccarosio 250mM, Tris 5Mm, EGTA 1mM, portando il pH a 
7.4 per aggiunta di HCL), mantenuto costantemente in ghiaccio. Dal cuore 
vengono rimossi gli atri e il tessuto ventricolare rimanente subisce una 
operazione di sminuzzamento e lavaggio dal sangue residuo con STE, 
utilizzando forbici chirurgiche in modo tale da ottenere pezzetti dallo spessore 
di circa 2mm3. Questa operazione è fatta più volte per cercare di allontanare il 
più possibile il sangue residuo. Una volta completato lo sminuzzamento, i 
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pezzetti di cuore vengono trasferiti in un tubo da centrifuga e sospesi in 10ml 
di STE; il tutto viene poi omogenizzato per mezzo di un omogenizzatore  
Ultra-Turrax (modello: IKA, T-18 Basic). Vengono effettuati in ghiaccio tre 
cicli di omogenizzazione da 20 secondi l’uno e in seguito la sospensione 
viene centrifugata a 1075 giri per 3 minuti a 4°C.  Al termine della 
centrifugazione, il surnatante viene trasferito in un nuovo tubo da centrifuga e 
messo in ghiaccio; al pellet invece sono aggiunti  10ml di STE e dopo averlo 
trasferito in un potter con pestello, viene risospeso. Il composto ottenuto viene 
versato in un tubo da centrifuga e portato a volume (20 ml) con STE, quindi 
viene nuovamente centrifugato a 1075 giri per 3 minuti a 4°C. Al termine di 
questa centrifuga, il pellet viene scartato mentre il surnatante viene trasferito 
in un tubo da centrifuga pulito. I surnatanti ottenuti dalle prime due 
centrifughe vengono nuovamente centrifugati a 10000 giri per 10 minuti a 
4°C. Finita la centrifuga, vengono scartati i surnatanti, a ciascun pellet si 
aggiungono 10ml di STE e vengono portati in soluzione, facendo particolare  
attenzione a non risospendere l’eventuale sangue contenuto nel pellet. Fatto 
ciò, si trasferisce il tutto nel potter con pestello e si risospende in modo 
omogeneo.  A questo punto viene fatta una nuova centrifugazione a 10000 
giri per 10 minuti a 4°C, al termine della quale, con sistema analogo a quello 
descritto sopra, si risospende il pellet che ne deriva in un secondo buffer di 
isolamento chiamato ST (Composto da: Saccarosio 250mM, Tris 5mM, 
portando il pH a 7.4 per aggiunta di HCL). Il surnatante viene scartato, mentre 
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il pellet viene sospeso in 400µl di ST e conservato  in ghiaccio per tutta la 
durata dell’esperimento, per un tempo massimo di 2 ore (Figura 8). La 
concentrazione di proteine mitocondriali viene determinata utilizzando la 
reazione di Bradford: tale metodo è basato sul legame del colorante Comassie 
Brillant Blue ai gruppi sulfidrilici delle proteine mediante misurazione del 
picco massimo di assorbanza a 595nm, utilizzando uno spettrofotometro 
(Enspire, Perkin Elmer). Per l’esecuzione del saggio è necessario ricavare 
prima una retta di taratura, utilizzando albumina sierica bovina standard 
(BSA). La validità della procedura di isolamento  viene confermata  da 
esperimenti preliminari  con la misurazione della funzionalità respiratoria 
attraverso il saggio di bioluminescenza dell’ATP, in accordo con il metodo di 
Drew e Leeuwenburgh (2003). 
I mitocondri (1mg proteine/ml) vengono sospesi in ST con l’aggiunta di 
Succinato  20mM, K2HPO4  30mM  e  ADP 5’-difosfato  200µM.  La 
reazione è iniziata dall’aggiunta del reagente luciferina-luciferasi. Il bianco 
era costituito dalla stessa preparazione, ma con la sostituzione dell’ ADP 5’-
difosfato con acqua bidistillata. Dopo 3 minuti dall’inizio della reazione, è 
stata effettuata la misurazione con un luminometro. Nelle preparazioni testate 
il saggio ha determinato la luce prodotta dall’ossidazione ATP-dipendente 
della luciferina attraverso l’enzima luciferasi. Nei preparati a cui è stato 
aggiunto l’inibitore della ATP-sintetasi oligomicina (2µg/ml) o 
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disaccoppiantidella fosforilazione ossidativa, 2,4- dinitrofenolo (DNP) 
(100µM), non c’è stata produzione di ATP e quindi luce. 
 




3.2.1 Valutazione delle variazioni del potenziale di membrana 
mitocondriale 
 
Il potenziale di membrana (∆ ψ m)  dei mitocondri isolati viene determinato 
utilizzando dei cationi liposolubili. Laliposolubilità è importante poiché solo 
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in questo modo gli ioni possono attraversare liberamente le membrane 
biologiche e distribuirsi tra la matrice e il mezzo di isolamento 
extramitocondriale. La concentrazione nel mezzo può essere determinata con 
un elettrodo selettivo per uno specifico ione in maniera potenziometrica, in 
questo modo possiamo controllare l’accumulo dello ione e valutare il 
potenziale di membrana. Il catione lipofilo utilizzato è il TPP+ (tetrafenil-
fosfonio) ; i cambiamenti di concentrazione del TPP+ nel mezzo di 
sospensione  (composto da: KCl 120mM, K2HPO4 5mM, HEPES 10Mm, 
Succinato 10mM, MgCl2 2mM, portando il pH a 7.4 con aggiunta di NaOH), 
addizionato di EGTA 1mM, vengono misurati con un mini-elettrodo sensibile 
al TPP+ (WPI TipTPP), accoppiato ad un elettrodo di riferimento (WPI, FL, 
US ), utilizzando un software di acquisizione dei dati (Biopac  Inc. California, 
USA).Gli elettrodi vengono calibrati prima di ogni esperimento utilizzando 
concentrazioni note di TPP+Cl- (Sigma-Aldrich). 
 Il buffer di sospensione viene messo all’interno di un piccolo becker, nel 
quale vengono immersi i due elettrodi sopra citati, viene aggiunta una 
concentrazione nota di TPP+ (10µM) e successivamente i mitocondri (in 
concentrazione 1mg/ml), mantenendo la soluzione in continua agitazione 
magnetica. Si attende che il catione venga accumulato nei mitocondri per 
avere una stima del potenziale di membrana mitocondriale basale. 
Il valore del potenziale di membrana è calcolato secondo la seguente 
equazione  sperimentale derivata da quella di Nerst:  
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dove ∆ è il potenziale di membrana mitocondriale (mV), V0 è il volume 
del mezzo di incubazione prima dell’aggiunta dei mitocondri, Vt è volume del 
mezzo di incubazione dopo l’aggiunta dei mitocondri, Vm è il volume della 
matrice mitocondriale (µl/mg proteina),  e  rappresentano, 
rispettivamente, le concentrazioni di TPP+ registrati prima dell’aggiunta e al 
tempo t, P è la concentrazione delle proteine espressa in mg, K0 e Ki sono i 
coefficienti di partizione, interni ed esterni, del TPP+, stimati, 
rispettivamente, attorno a 14,3 µl/mg e 7,9 µl/mg. 
Il potenziale di membrana basale è stato registrato nei mitocondri isolati da 
cuori di ratti anziani sottoposti a trattamento in acuto e in sub-cronico con 
naringenina 100mg/kg. Inoltre sono stati monitorati gli effetti di naringenina 
sul potenziale di membrana mitocondriale somministrata a concentrazioni 
cumulative e crescenti (10-300 µM), in presenza e in assenza di un bloccante 
dei canali BK, Paxillina (10µM). 
 
3.2.2 Analisi dei dati 
 
Tutti i dati sono stati espressi come media ± errore standard. Le curve 
concentrazione-risposta sono state analizzate attraverso un’opportuna 
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equazione non lineare mediante metodi computerizzati (Software: 
GraphPadPrism 4.0). I dati sono stati statisticamente analizzati mediante t-
Student e i valori di P inferiori a 0.05 sono stati considerati come significativi. 
Ogni media è stata ottenuta con mitocondri isolati dai cuori di almeno 6 
animali differenti.  
 
3.3 Saggio enzimatico: citrato sintasi 
 
L’attività della citrato sintasi viene misurata per valutare l’attività metabolica 
dei mitocondri. L’enzima Citrato sintasi catalizza la reazione tra acetil 
coenzima A (acetil CoA) e acido ossalacetico (OAA). L’idrolisi del tioestere 
di acetil CoA porta alla formazione di CoA con un gruppo tiolico (CoA-SH). 
Il composto tiolico che si è formato reagisce con il DTNB, presente nella 
miscela di reazione,  per formare l’acido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB); 
l’assorbanza di questo prodotto colorato in giallo viene misurata a 412nm 
utilizzando uno spettrofotometro (ENSPIRE, Perkin Elmer). 
Reazione catalizzata dall’enzima citrato sintasi: 
Acetil CoA + Ossalacetato              Citrato + CoA-SH + H+ + H2O  
Reazione colorimetrica:  
 CoA-SH + DTNB              TNB + CoA-S-S-TNB 
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L’ attività della citrato sintasi presente nei mitocondri ottenuti da cuori di ratti 
vecchi, dopo trattamento farmacologico con naringenina o il suo veicolo, è 
stata valutata previa costruzione di una retta di taratura ottenuta con 
concentrazioni note di citrato sintasi usata come standard. 
 
3.4 Cuore perfuso alla Langedorff 
 
Si estrae il cuore dall’animale, sottoposto a trattamento farmacologico in 
acuto o in sub-cronico, dopo aver eseguito un dissanguamento ascellare, una 
sternotomia  e una pericardiotomia. L’organo espiantato viene posto in un 
becker contenente la soluzione di Krebs (composta da: NaCl 118.1mM, KCl 
4.8mM, MgSO4 1.2mM, CaCl2-H2O 1.6mM, KH2PO4 1.2mM, NaHCO3 
25.0mM, e glucosio 11.5mM)  mantenuta a circa 4°C in modo da indurre 
cardioplegia transitoria e nella quale viene fatto gorgogliare carbogeno 
(miscela di O2 per il 95% e di CO2 per il 5%). Successivamente il cuore viene 
allestito sull’apparecchio di Langendorff (Radnoti) mediante l’incanulamento 
dell’aorta ascendente in modo da poter essere perfuso con la soluzione di 
Krebs,  contenuta nel serbatoio,  sempre gorgogliata con carbogeno ma ad una 
temperatura di 37°C e mantenuta  ad una pressione costante di circa 70-
80mmHg. Per evitare qualsiasi tipo di precondizionamento , queste operazioni 
devono essere eseguite in un lasso di tempo inferiore a 2 minuti. Una volta 
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allestito viene recisa l’arteria polmonare per far si che il perfusato refluo 
fuoriesca  senza accumularsi nel ventricolo destro.  Nel ventricolo sinistro 
invece, attraverso la valvola mitralica, viene inserito un palloncino in lattice 
collegato ad un trasduttore di pressione (Bentley Trantec, mod800) e 
connesso a un sistema di acquisizione dati (Biopac  Inc. California, USA); 
tale palloncino viene quindi gonfiato con un volume di acqua tale da ottenere 
una pressione diastolica compresa tra i 5 e i 10mmHg. L’esperimento ha una 
durata complessiva di tre ore suddivise in :  
 
Figura 9: Ciclo di ischemia-riperfusione 
 
3.4.1 Dati analizzati 
 
Durante l’intero esperimento vengono registrati i seguenti parametri 
funzionali:  
 
• Frequenza cardiaca (HR) 
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• Pressione sviluppata dal ventricolo sinistro (LVDP) 
 
• Prodotto tra la pressione sviluppata dal ventricolo sinistro (LVDP) e 
frequenza cardiaca (HR)=RPP (mmHg x bpm). 
 
• Velocità di contrazione e rilasciamento del cuore, indice 
dell’efficienza cardiaca (dP/dt, mmHg/s).  
 
e i valori registrati durante la riperfusione vengono espressi come percentuale 
dei corrispondenti preischemici.  
Al termine dell’esperimento viene  effettuato il saggio istologico.  
Al cuore, rimosso dal Langendorff, ripulito dai vasi residui, asciugato e 
pesato, vengono asportati gli atri ed il ventricolo destro. Quindi  il ventricolo 
sinistro isolato viene suddiviso in più fettine trasversali (2 mm) che, per 20’, 
vengono immerse in una soluzione di TTC (2,3,5-trifeniltetrazolio cloruro) 
all’1% p/v in tampone fosfato, mantenuta al buio e a 37°C. Il TTC è un 
colorante giallo pallido che in presenza di enzimi deidrogenasi, che si trovano 
in cellule vitali, si riduce in formazano, rosso e insolubile (Fig. 2). Nelle 
fettine, quindi, le aree rosso scuro sono quelle sane, dato che in queste zone si 
è fissato il formazano, mentre le aree bianche o rosa chiaro risultano tali 
perché il colorante non si è fissato.  
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Trascorsi i 20’ le fettine vengono poste in formaldeide al 10 % v/v e dopo 24h 
vengono fotografate. Infine viene eseguita una analisi planimetrica (the 
Gimp2 program., ver 2.2) che ci permette di calcolare la percentuale di area 
ischemica rispetto all’area totale del ventricolo sinistro (Ai/ Avs). 
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4. RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
 
Una strategia farmacologica basata sull’attivazione dei canali mito- KATP, alla 
luce di quanto esposto finora sulla perdita di efficacia del target mitocondriale 
negli animali senescenti, risulta essere di difficile applicazione; tuttavia, gli 
animali senescenti continuano a essere quelli più indicati per una strategia di 
questo tipo, in quanto è stato ampiamente dimostrato che l’ incidenza di 
patologie cardiovascolari è un fenomeno strettamente legato  all’età; da qui 
nasce la necessità di trovare nuovi target. 
Recentemente, il gruppo di lavoro presso il quale è stato  svolto questo lavoro 
di tesi ha caratterizzato l’attività cardioprotettiva di naringenina, un 
flavonoide abbondante nei frutti del genere Citrus, dimostrando il 
coinvolgimento dei canali mito-BK che sembrano essere un target emergente 
per gli studi sulla cardioprotezione. Il profilo di efficienza dei canali mito-BK 
nel mediare le funzioni fisiologiche  negli animali giovani e in quelli anziani è 
ancora oggetto di studio, e ad oggi l’unico lavoro che ha utilizzato farmaci 
riconosciuti come BK attivatori è quello di Heinen e i suoi collaboratori, nel 
quale vengono analizzate le differenze legate all’attività di NS1619, un BK 
attivatore, negli animali giovani e in quelli senescenti, relativamente al suo 
ruolo nella respirazione mitocondriale (Heinen et al., 2007). 
Tuttavia non risultano in letteratura studi specifici su effetti cardioprotettivi in 
modelli sperimentali di ischemia-riperfusione, riguardanti l’uso di   farmaci 
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BK attivatori negli animali anziani. In questo lavoro di tesi, naringenina è 
stata utilizzata in acuto come un farmaco BK attivatore. L’esposizione di 
cuori di animali senescenti, isolati e perfusi alla Langendorff, sottoposti a un 
ciclo di 30 minuti di ischemia seguito da 120 minuti di riperfusione, ha 
prodotto un significativo danno riscontrabile in un modesto recupero della 
funzionalità contrattile cardiaca in termini di RPP % (Graf.1) e di dP/dT % 
(Graf.2).  
 















Grafico 1:RPP percentuale dopo un trattamento in acuto (2 ore prima del 
sacrificio) 
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Grafico 2: dP/dT percentuale misurato dopo un trattamento in acuto (2 ore 




Il danno funzionale da ischemia-riperfusione è perfettamente coerente con gli 
elevati livelli di insulto tissutale presente, come testimoniano le ampie aree di 
morte cellulare necrotica  e/o  apoptotica presenti a livello del ventricolo 
sinistro (Graf.3). 















































Grafico 3:Istogramma raffigurante le percentuali di area ischemica rispetto 
all'area totale del ventricolo sinistro dopo somministrazione in acuto del 




È interessante notare che i livelli di danno nell’animale anziano sono 
significativamente superiori rispetto a quelli riscontrati, in studi precedenti, 
nel miocardio di animali giovani sottoposti al medesimo protocollo di insulto 
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da ischemia-riperfusione  (Graf.4), confermando ulteriormente la maggior 



























Grafico 4: Istogramma in cui viene messa a confronto la percentuale di area 
ischemica rapportata all'area ischemica totale del ventricolo sinistro (Ai/Avs) 
in ratti giovani rispetto a ratti vecchi, trattati con il veicolo (DMSO) 
 
 
In accordo con i dati riportati in letteratura e in linea con l’ipotesi di una 
minor espressione e/o attività dei canali  mito-KATP  nel miocardio di animali 
senescenti, è stato dimostrato che l’uso di diazossido, un mito-KATP  
attivatore, non ha prodotto alcun tipo di protezione e il danno sia da un punto 
di vista funzionale che da un punto di vista morfologico, è risultato essere 
completamente sovrapponibile a quanto misurato in animali trattati 
esclusivamente con il veicolo (Graf. 1-2-3).  
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Al contrario, la somministrazione di una dose di naringenina pari a 100mg/kg 
(i.p.), ha determinato importanti e chiari effetti cardioprotettivi, portando a un 
pressoché totale recupero della funzionalità contrattile cardiaca (RPP % e 
dP/dT %) per tutta la durata della fase di riperfusione (Graf. 1-2). L’efficacia 
di naringenina è stata riscontrata anche nel dato morfologico, che mostra una 
netta e significativa riduzione dell’ampiezza delle aree ventricolari sinistre 
danneggiate dal ciclo di ischemia-riperfusione (Graf. 3). 
Dopo aver confermato l’effetto protettivo di naringenina sulla funzionalità e 
sulla morfologia del  miocardio esposto a cicli di ischemia-riperfusione, 
l’indagine si è rivolta alla valutazione dell’attività del flavonoide nei confronti 
di importanti parametri elettrofisiologici e biochimici, misurabili nei 
mitocondri cardiaci isolati da animali giovani e anziani, quali il potenziale di 
membrana mitocondriale (∆) e l’attività dell’enzima citrato sintasi. 
 Per quanto riguarda il primo parametro, i mitocondri isolati da animali 
giovani hanno mostrato un potenziale di membrana di - 170	± 6 mV, indice di 
integrità e corretta funzionalità mitocondriale. Tale parametro è invece 
risultato significativamente modificato indicando una depolarizazzione nei 
mitocondri di animali anziani, a dimostrazione di una parziale perdita di 
efficienza nella funzionalità. 
Il trattamento in acuto con naringenina, somministrata due ore prima 
dell’isolamento mitocondriale e della determinazione del potenziale di 
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membrana, non ha alterato questo parametro che si è  mantenuto a livelli di 















Grafico 5: Istogramma dei valori del potenziale di membrana mitocondriale 
dopo trattamento in acuto su ratti giovani, ratti vecchi, e ratti vecchi trattati 
con naringenina (100mg/kg) 
 
Per quanto riguarda il parametro biochimico, l’attività dell’enzima citrato 
sintasi  nei ratti giovani è risultata pari a 2.7 ±	0.4 (U/ ml/ mg proteine), 
mentre nei ratti vecchi questo valore risulta essere quasi dimezzato, sebbene 
tale differenza non sia risultata statisticamente significativa a causa di un 
ampia varianza nei dati. 
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Come già osservato per il parametro relativo al potenziale di membrana 
mitocondriale, naringenina non ha migliorato il parametro  riguardante 
l’attività enzimatica di citrato sintasi registrato in ratti senescenti, indice del 
fatto che il flavonoide, somministrato in acuto, non è in grado di migliorare 






















Grafico 6: Istogramma raffigurante i dati relativi all'attività di citrato sintasi 
dopo trattamento in acuto su ratti giovani, ratti vecchi e ratti vecchi trattati 
con naringenina (100mg/kg) 
 
Tale osservazione sembrerebbe indicare che l’effetto cardioprotettivo di 
naringenina somministrata in acuto, non sia legato all’instaurazione di un 
miglioramento nella funzionalità mitocondriale. 
Pertanto la sperimentazione si è rivolta alla valutazione di possibili effetti 
derivati da una somministrazione sub-cronica del flavonoide, che è stato 
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infatti somministrato alla dose di 100mg/kg al giorno per 6 giorni. Durante il 
trattamento in sub-cronico sono stati confrontati ratti giovani con ratti anziani 
e sono stati riportati solo gli effetti di naringenina ottenuti da animali anziani. 
Ratti anziani trattati sub-cronicamente con il veicolo, hanno mostrato livelli 
didanno ischemico significativamente maggiori a quanto riscontrato nei ratti 
giovani, sia in relazione al parametro funzionale ( RPP % ), che in relazione al 
dato morfologico (Graf. 7-8).  
 















Grafico 7:RPP percentuale determinato in seguito a un trattamento in sub-
cronico (1 volta al giorno per 6 giorni) 












































Grafico 8: Istogramma in cui vengono mostrate le percentuali di area 
ischemica rispetto all'area totale del ventricolo sinistro (Ai/Avs) dopo aver 
somministrato naringenina alla dose di 100mg/kg a ratti vecchi e il veicolo 




Mentre il parametro di contrattilità cardiaca dP/dT  % è risultato troppo 
disperso per consentire qualsiasi tipo di valutazione statistica (Graf. 8). 
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Grafico 9: dP/dT percentuale misurato dopo trattamento in sub-cronico (1 
volta al giorno per 6 giorni) 
 
La maggior vulnerabilità del miocardio all’insulto da ischemia-riperfusione 
nel ratto senescente è stata confermata anche dal parametro morfologico Ai / 
Avs %, in cui è stato riscontrato un incremento significativo delle aree 
ischemiche rispetto a quelle presenti nei ratti giovani (Graf. 8). 
È interessante notare che il trattamento con naringenina ha consentito ai cuori 
provenienti da animali anziani, di ottenere un significativo incremento nel 
recupero funzionale post-ischemico in termini di RPP % (Graf. 7), portando a 
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un sostanziale ricongiungimento con i valori riscontrati negli animali giovani  
(Graf. 7).  
Inoltre, in perfetta coerenza con i dati ottenuti, il trattamento con naringenina, 
ha portato a una riduzione nell’ampiezza delle aree ischemiche, che sono 
risultate pressoché equivalenti a quelle misurate negli animali giovani (Graf. 
9). 
Per quanto riguarda i parametri mitocondriali, elettrofisiologici e biochimici, 
si osserva che anche il trattamento sub-cronico con il flavonoide non è 
comunque riuscito a  portare alcun miglioramento nei valori del potenziale di 
membrana e di citrato sintasi, che nel ratto anziano rimangono ancora 




Grafico 10: Istogramma relativo al valore del potenziale di membrana 
mitocondriale in seguito al trattamento in sub-cronico con il veicolo (DMSO) 
testato su ratti giovani e vecchi e con il flavonoide (naringenina) 
somministrato a ratti vecchi alla dose di 100mg/kg 
























Grafico 11: Rappresentazione grafica dei valori di citrato sintasi ottenuti 
mediante trattamento sub-cronico con il veicolo (DMSO) somministrato a 
ratti giovani e vecchi e in seguito alla somministrazione di naringenina a ratti 
vecchi alla dose di 100mg/kg 
 
 Gli effetti protettivi del flavonoide non possono dunque essere ascritti ad una 
modificazione stabile e “ costituzionale “ della funzionalità mitocondriale,  
almeno con le modalità posologiche adottate in questo lavoro; indagini future 
saranno indirizzate verso trattamenti più prolungati. 
L’ultimo aspetto valutato in questo lavoro di tesi è stato quello relativo 
all’eventuale coinvolgimento dei canali mito-BK negli effetti 
protettiviosservati nei ratti senescenti, in quanto un coinvolgimento dei 
suddetti canali era già stato osservato in ratti giovani (Testai et al., 2013 a; 
2013 b).  
Tale indagine ha consentito di osservare che la somministrazione di 
concentrazioni crescenti di naringenina nei mitocondri cardiaci isolati da ratti 
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senescenti, provocava un effetto depolarizzante concentrazione-dipendente 
della membrana mitocondriale, fino a un massimo di circa 30mV. Da notare 
che questo effetto depolarizzante, rilevato nei mitocondri di ratti anziani, non 
è significativamente differente da quello misurato nei mitocondri di ratti 
giovani (Graf. 12); inoltre la depolarizzazione viene antagonizzata 
efficacemente dal bloccante dei canali mito-BK, Paxillina (10µM). 


















Grafico 12: Curve rappresentanti il potenziale di membrana mitocondriale in 
seguito a somministrazione di naringenina (100mg/kg) in ratti giovani e 
vecchi e di paxillina (10µM) 
 
In seguito a queste evidenze sperimentali possiamo  ipotizzare che gli effetti 
protettivi dovuti alla somministrazione di naringenina, siano legati 
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all’attivazione dei canali BK mitocondriali anche nei ratti anziani, con 
conseguente attenuazione di quei fenomeni mitocondriali  come ad esempio 
l’accumulo di Ca2+ nella matrice mitocondriale, l’apertura dell’ MPTP, la 
rottura della membrana mitocondriale esterna, il rilascio di fattori pro-
apoptotici attraverso l’attivazione dei canali BK e attraverso l’ingresso di ioni 
K+, e una parziale depolarizazzione della membrana mitocondriale, secondo 
meccanismi cardioprotettivi già ampiamente discussi, che sono prodromici 
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